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Mantenimiento en laboratorio de progenies de cole6pteros
del género Cerambyx (Coleoptera: Cerambycidae)

Contexto e Introduccion

El presente documento tiene por objeto informar sobre algunos de los resultados
parciales de los trabajos contemplados en la memoria del Contrato de Consultoria y Asistencia
para el “Estudio de la distribucion geografica en Andalucia de Cerambyx cerdo, y el control de Cerambyx
welensii”, suscrito entre la Consejeria de Medio Ambiente de la Junta de Andalucia y el
Departamento de Ciencias Agroforestales de la Universidad de Huelva, en su primer afio de
vigencia. En concreto, el informe se centrara en los aspectos mas destacados relativos al
objetivo D): Obtencion de ¢jemplares en caja-jaula a partir de trozas infestadas, y mantenimiento de
progentes en laboratorio.

De acuerdo con estudios recientes (Vives 2000; Barreda 2002 y Llinares 2002) los
grandes cerambicidos perforadores de presencia relevante en alcornocales y encinares de
Andalucia se corresponden con tres especies distintas: dos pertenecen a la subfamilia
Cerambycinae (Cerambyx cerdo L., C. welensii Kuster —sinénimo de C. velutinus Brull.-), y la
tercera a la subfamilia Prioninae (Prinobius germari Mulsant —sinénimo de P. seutellaris Germar-).
Tanto el tamafio de los insectos como la prolongada duracién de su estado larvario otorgan a
estas especies un papel trascendente en la afeccién al arbolado en el momento en que sus
poblaciones superan un cierto nivel de equilibrio. Junto a ellas existen otras que, de acuerdo
con su menor tamafio o abundancia adquieren una menor relevancia.

La carencia de una base solida para la obtenciéon de adultos en condiciones controladas
para especies como C. cerdo, C. welensii 'y P. germari, hace que resulte inevitable, de cara al
planteamiento de bioensayos sobre comportamiento reproductivo, ovipositor u olfativo,
recurrir a la captura directa de individuos en campo. Este medio de obtenciéon de
especimenes introduce un factor importante de variabilidad intraespecifica en su
comportamiento: el estado fisioloégico del insecto.

El periodo de vuelo mas amplio de estos insectos en Huelva se sitia entre mediados de
mayo y finales de julio, con maximo entre la primera y la segunda semana de junio (Lépez-
Pantoja et al. 2008). A pesar de este amplio periodo de disponibilidad aparente de insectos, la
longevidad en laboratorio de especimenes capturados durante el periodo de vuelo es
extremadamente variable, pudiéndose considerar como orientativos valores medios de
longevidad de 25,8 + 16,57 dias con rango entre 4 y 56 dias (N=44. Observacion personal).
Estos datos refuerzan la sospecha sobre las diferencias previsibles en el vigor de individuos
con esta procedencia. La influencia de este factor ha sido ya sugerida en relacion a la
variabilidad de respuestas electroantenograficas halladas en C. welensii (Sanchez-Osorio et al.
2009), recomendandose trabajar, en la medida de lo posible, con ejemplares obtenidos en
condiciones controladas.
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Antecedentes. Cria de coledpteros xilofagos

Existe poca experiencia previa sobre la cria en laboratorio de coledpteros xiléfagos. En
Espafia, las escasas referencias bibliograficas se restringen a los trabajos de Notario y Viedma
(1974), Notario (1978), Viedma ez al. (1983) y Notario et al. (1993). En otros paises también
son muy escasos los trabajos de esta indole, destacando los de Galford (1985), Nenadovic ez
al. (1999) sobre el género Cerambyx, y los mas recientes de Rogers ¢f al. (2003) y Keena (2005).
En el compendio de dietas artificiales de Notario ez a/ (1985) se incluyen las aplicadas a
algunas especies con habitos xil6fagos.

Desde el ano 2002, en el Departamento de Ciencias Agroforestales de la Universidad de
Huelva se vienen probando de forma preliminar varios tipos de dieta sobre larvas de
cerambicidos xil6fagos capturadas en campo y también sobre larvas neonatas en laboratorio.
Las larvas puestas en cria han pertenecido a las especies Cerambyx welensii, C. cerdo 'y Prinobius
germari.

Las primeras tentativas se efectuaron a partir de tres tipos de dieta:

- Dieta propuesta para Zeucera pyrina (Garcia y de Haro 1986), lepidéptero
perforador que comparte algunos hospedantes con C. cerdo. Esta dieta tiene la
particularidad de 1 empleo de semillas de soja y leche en polvo.

- Dieta modificada a partir de la propuesta para cerambicidos en el INCOBI,
Facultad de Ciencias Forestales, Universidad de Santiago del Estero
(Argentina). Esta dieta ya incluye los principales elementos que forman parte
de la dieta semisintética que actualmente empleamos.

- Dieta obtenida a partir de la propuesta de Nenadovic ¢z a/ (1999), para C.
cerdo. Esta dieta inclufa algodén y fibra de celulosa recogida de arboles
hospedantes.

En general, estas primeras propuestas fueron desechadas por presentar una textura
insuficiente consistente, siendo dificil en algunos casos eliminar el agua libre sin que ello
repercutiera en su excesiva desecacion. En algunos casos las larvas perforaban galerias pero
no ganaban peso. A este respecto, Notario (1978) recoge que es habitual que algunas larvas
mueran a los dos o tres dias de desarrollo en dietas artificiales, pero no como resultado de su
rechazo a las dietas sino a que lo habitual es que resulten dafiadas al ser capturadas. En
nuestros primeros momentos de ctia se dispuso de pocas larvas, y era frecuente que las que
morfan mostraran zonas necrosadas, presentando también signos de heridas que enmohecian.

La dieta empleada en la actualidad es la variante semisintética propuesta por Viedma ez .
(1983). Esta dieta ya fue empleada por ellos para la cria de otro gran cerambicido xiléfago
(Ergates faber), citando también estos autores su eficacia para la cria de coledpteros de otras
familias, entre ellos los bupréstidos Chaleophora mariana, Melanophila picta o Acamaeodera
flavofasciata. Esta dieta semisintética ha sido empleada también con otros cerambicidos no
xiléfagos, como Iberodorcadion hispanicum, I. ghilianii e 1. perezi (Hernandez 1994).
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Material y Métodos
Obtencion de puestas

LLa dieta semisintética de Viedma ez a/. (1983) fue probada mayoritariamente sobre larvas
neonatas. Los insectos vivos de que se dispuso en el laboratorio para la obtencién de puestas
procedieron fundamentalmente de capturas directas en campo (dehesa de Almonte, Huelva),
asi como de ejemplares emergidos a partir de trozas confinadas en una jaula de malla que se
mantiene en las instalaciones del Departamento de Ciencias Agroforestales.

Los ejemplares se clasificaban por tamafo y sexos, manteniéndolos en penumbra y a
temperatura ambiental, individualizados en recipientes rectangulares con un cilindro de
carton de 8 cm de largo y 2 cm de diametro. A cada insecto se le proporciond un tarro con
algodon impregnado en agua con azucar al 4%, alimento que se reponia periddicamente.

Todos los dias se revisaban estos ejemplares, comprobando el estado del insecto, la
puesta de huevos y la necesidad de reposicion del alimento. A los ejemplares obtenidos a
partir de jaula de malla se les posibilité el apareamiento.

Procesado de puestas

ILla mayor parte de puestas procesadas correspondieron a la especie C. welensii,
correspondiendo a C. cerdo la menor cuantfa. El procesado de los huevos incluy6 las
siguientes operaciones:

-Recoleccion diaria de los huevos libres que se encontraban en las revisiones de los
insectos vivos, asi como de los pedazos de corcho con huevos adheridos.

-Cada huevo individualizado se pesé y colocé en un vial con dieta semisintética. La
colocacion se efectuaba de forma cuidadosa para evitar el contacto directo del huevo con la
dieta. Para ello se emple6 un pedazo de gasa, el cual adherido en la abertura del vial a modo
de “tapadera”, permitia su empleo como “lecho” para depositar el huevo; la larva neonata
cafa directamente sobre la dieta a través de los orificios dela gasa.

-Los pedazos de corcho con puesta también se colocaron sobre dieta, de modo que las
larvas emergentes tuvieran acceso directo a ella.

El nimero de larvas emergidas y sobre las que se han podido aplicar las condiciones de
dieta fueron 461, correspondiendo la mayoria a Cerambyx welensii.

5 {"} Ly e

Foto 1. Puesta de Cerambyx sp.
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Procesado de Iarvas

La larvas emergidas se pesaron y se colocaron, para permitir su desarrollo, en dieta
semisintética. La dieta empleada es la propuesta por Viedma ez /. (1983), que consta de los
siguientes ingredientes y proporciones:

Compuesto Cantidad

Agua destilada 400 ml

Agar 20 gr

Acido benzoico 29r

Serrin (componente especifico) 88 gr
Levadura de cerveza 22 gr
Sémola de maiz 44 gr
Germen de trigo 88 gr

6ml. Alcohol 96° x 3gr.Nipagina

Tabla 1. Componentes de la dieta semisintética (Viedma ez a/. 1983).

Foto 2. Dieta semisintética. Foto 3. Larva en dieta.

Foto 4. Larva en dieta.

Esta proporcion permite obtener alimento para mantener 25 larvas durante una semana.
Para eliminar posibles patégenos externos como acaros de los alimentos envasados
(Tyrophagus sp.), bacterias, mosca del vinagre (Drosophila sp.) u hongos, la dieta es congelada
una vez elaborada y antes de ser manipulada.
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Planteamiento experimental

Las larvas emergidas se repartieron en bloques de cincuenta ejemplares, con el fin de
realizar distintos experimentos de cria para analizar algunas de las variables influyentes. En el
mes de julio, momento en que se cont6é con la totalidad de emergencias, se formaron 7
bloques: cinco de Cerambyx welensii (bloques 1-5y 7), uno de Cerambyx cerdo (bloque 6) y uno
de Prinobius germari (bloque P). El bloque 7 incluye un stock de larvas “excedentes” que se
mantienen vivas sin ningin tratamiento especifico; en el bloque 6 (larvas de C. cerdo) se
mantienen todos los ejemplares emergidos. L.a temperatura en la camara de cultivo se
mantiene en 25 ° C.

N°Experimento / Ne S a Renovacion
Bloque larvas Ubicacion T Dieta Pesado
Cémara
1 50 de cultivo cte 1 vez/mes Semanal
Cémara Hidratacion
2 50 de cultivo cte semanal Semanal
Cémara
3 50 de cultivo cte lvez/semana Semanal
Terrario .
4 50 (luz ambiental) ambiente lvez/semana Semanal
Terrario .
5 50 (oscuras) ambiente lvez/semana Semanal
Cémara
6 91 de cultivo cte lvez/semana Semanal
. . Cada 2 Cada 2
7 114 Terrario ambiente semanas semanas
Cémara
P 150 de cultivo, Trozas cte lvez/semana Semanal

Tabla 2. Planteamiento experimental de cria.

Foto 5. Bloque expérirnental.

U
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Resumen general de resultados

Hemos de indicar en primer lugar que a igualdad de condiciones de cria respecto a los
bloques que arrojaron los mejores resultados para C. welensii y C. cerdo, todas las larvas de
Prinobins germari murieron al cabo de dos o tres semanas. No ha sido posible hasta el
momento establecer una causa clara para este hecho.

C. welensii

Se presentan a continuaciéon los resultados preliminares analizando la evolucion
comparativa de la crianza de las larvas, desde el punto de vista de la supervivencia, el
crecimiento en peso y la variaciéon entre las dos especies mantenidas en la distribucion
experimental por bloques antes mencionada.

Con respecto a la supervivencia (figura 1) el bloque 3 (cria de larva en estufa a
temperatura constante con cambio semanal de dieta) es el que menos bajas ha sufrido,
quedando vivas a principios de diciembre 43 de las 50 larvas iniciales. A continuacién el
bloque 2 (cria de larva en estufa a temperatura constante e hidrataciéon semanal de la dieta)
presenté una supervivencia de 31 de las 50 larvas del comienzo. El resto de los bloques
mostraron peores resultados con una mortalidad del 48% en el bloque 4 (cria de larvas en
terrario a temperatura ambiente y luz natural con cambio de dieta semanal), del 58% en el
bloque 1 (cria de larvas en estufa a temperatura constante y cambio de dieta mensual) y del
66% en el bloque 5 (terrario a oscuras; temperatura ambiente y cambio de dieta semanal).

Evolucion de lasupervivencia
100
90 -
.8 80
2 J
o 70
8 50
a 40 || —e—Bloquel
X 30 - —=— Bloque 2
| | ——Bloque 3
20 —»— Bloque 4
10 - —%— Bloque 5
O I I I I I I I I I I I I I I |
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Semana de muestreo

Figura 1.- Evolucion de la supervivencia de las larvas de C. welensii en cada uno de los 5 bloques
experimentales planteados.

Las causas de la mortalidad son diversas y generalmente especificas o al menos
relacionadas con las condiciones de cria de cada experimento. Asi, la cria en terrario a
temperatura ambiente trae consigo un mayor riesgo de que la dieta se infeste con larvas de
mosca del vinagre (Drosophila sp.) o con acaros de los productos almacenados (Tyrophagus sp.),
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debido al bajo grado de aislamiento que permite este método. Las condiciones ambientales
también son en este caso mas desfavorable, sobre todo la renovacién del aire, manteniéndose
unas condiciones de humedad y temperatura favorables para la proliferaciéon de hongos y
bacterias tanto en dieta como en larvas. Estas condiciones se potencian con la ausencia de luz
(bloque 5). El deterioro de las condiciones nutricionales de la dieta tras un mes sin
renovaciéon parece causa suficiente para explicar la elevada mortalidad en el bloque 1.

Por lo que se refiere al crecimiento en peso (figura 2 y tabla 3) existen diferencias
significativas entre los distintos bloques (ANOVA, P<0,001), siendo las larvas que alcanzan
mayores crecimientos las correspondientes a los bloques 2 y 3. El peso medio de las larvas de
ambos bloques en la Ultima semana analizada (24/11/08 a 28/11/08) no present6 diferencias
significativas (Test de Tukey, P=0,994; «=0,05). Asi mismo, el bloque 3 presenté diferencias
significativas con los otros tres bloques (P=0,031 con el bloque 1; P=0,009 con el bloque 4 y
P<0.001 con el bloque 5. «=0,05).

Evolucion del peso
1,60 -
—e—Bloque 1
1,40 -
—s— Bloque 2
1,20 - —a—Bloque 3
~ 1,00 —<—Bloque 4
2 —%—Bloque 5
o 0,80 -
n
)
O 0,60 -
0,40 -
0,20 -
0100 T T T T T T T T T T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7,68 9 10 11 12 13 14 15
Semana de muestreo

Figura 2. Crecimiento en peso de las larvas de C. welensii en cada uno de los 5 bloques.

SEMANA Bquugl., Bquue.Z., Bquue.S., Bquue.4., Bquue:-S.,
peso [Desviacién |peso |Desviacion |peso |Desviacién |peso [Desviacién [peso |Desviacion
1 0,244 0,189 0,324 0,189 0,295 0,157 0,313 0,207 0,342 0,259
2 0,240 0,182 0,364 0,210 0,313 0,163 0,335 0,206 0,462 0,309
3 0,441 0,234 0,426 0,261 0,421 0,223 0,479 0,217 0,541 0,281
4 0,497 0,237 0,483 0,295 0,450 0,212 0,517 0,220 0,567 0,264
5 0,552 0,254 0,533 0,304 0,539 0,251 0,548 0,231 0,626 0,262
6 0,657 0,308 0,669 0,316 0,687 0,279 0,632 0,234 0,667 0,261
7 0,680 0,324 0,741 0,361 0,813 0,317 0,697 0,261 0,657 0,247
8 0,837 0,400 0,869 0,364 0,944 0,360 0,829 0,292 0,675 0,290
9 0,930 0,422 0,974 0,410 1,019 0,412 0,781 0,329 0,714 0,324
10 0,988 0,475 1,064 0,422 1,238 0,418 0,918 0,367 0,746 0,431
11 1,032 0,528 1,168 0,450 1,250 0,455 0,977 0,335 0,738 0,342
12 1,043 0,517 1,223 0,511 1,331 0,437 0,992 0,344 0,761 0,351
13 1,013 0,519 1,316 0,510 1,377 0,447 0,999 0,348 0,791 0,371
14 1,363 0,521 1,033 0,362 0,786 0,360

Tabla 3. Estadisticos basicos del crecimiento en peso de las larvas de C. welensii.



La tabla 4 ofrece una clasificacién de los bloques basada en el grado de parecido
existente entre sus pesos medios. Asf en el subgrupo 1 estan incluidos dos bloques (Bloque 2
y Bloque 3) cuyos pesos medios no difieren significativamente (P=0,997), y en el subgrupo 2
estan incluidos los tres bloques restantes (Bloque 1, Bloque 4 y Bloque 5) que difieren de los
dos bloques anteriores y cuyos pesos medios no difieren entre ellos (P=0,269)

Tabla 4. Resultado de la segregacion por bloques para la variable “peso”, tras el test a posteriori

Subset for alpha = .05

Bloque 5 1
5,00 ,7982
4,00 1,0333
Tukey 1,00 1,0481
HSD(a,b) 2,00 1,3630
3,00 1,4069
Sig. ,269 ,997

C. welensii versus C. cerdo

El bloque correspondiente a Cerambyx cerdo (Bloque 6), muestra una evoluciéon de la
mortalidad muy similar a la del bloque 3 (Cerambyx welensiz). En ambos bloques las
condiciones de cria son iguales, puesto que los dos se localizan en la misma estufa y en los

de Tukey.

dos el cambio de dieta es semanal (figura 3).
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Figura 3. Evolucién comparada de la supervivencia de las larvas de C. welensiz (bloque 3) y C. cerdb.
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La evolucion del peso muestra también la misma tendencia en ambas especies (figura 4,
tabla 5), no detectandose diferencias significativas en el peso en la dltima semana muestreada
(prueba t para muestras independientes: “t” de Student=0,209; P=0,835; =0,05).

Evolucion del peso de las larvas
1,60
1,40 ~
1,20
1,00
0,80
0,60 -
0,40
0,20

0,00 T
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Semanas de muestreo

Peso (gr)

—e— C.welensii

—=— C.cerdo

Figura 4. Evolucion del peso de las larvas de C. cerdo 'y C. welensii.

SEMANA Cerambyx cerdo ('BG'),
peso (gr) Desviacion
1 0,350 0,310
2 0,477 0,379
3 0,546 0,401
4 0,678 0,598
5 0,780 0,459
6 0,914 0,470
7 0,972 0,498
8 1,112 0,470
9 1,217 0,451
10 1,308 0,461
11 1,385 0,444
12 1,382 0,455

Tabla 5. Estadisticos basicos del crecimiento en peso de larvas de C. cerdo.

Foto 6. Larvas con 5 meses de C. cerdo (izda.) y C. welensii (derecha). Trazo equivale a 1 cm.
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Discusiéon
El estudio del desarrollo larvario en condiciones controladas se encuentra en fase inicial,
por lo que las conclusiones obtenidas han de considerarse preliminares, y se deberan

confirmar durante las campanas 2009 y 2010, hasta que los individuos actuales completen su
desarrollo.

La dieta semisintética de Viedma e# a/. (1983) se ha mostrado eficaz para la cria de dos de
las especies estudiadas: C. welensii y C. cerdo, st bien las condiciones ambientales han influido
sobre la supervivencia y el desarrollo de los ejemplares. Asi, durante las primeras semanas de
vida las larvas han mostrado una menor mortalidad en el bloque 3, que es el que mas
dedicacién, esfuerzo y coste econémico necesita. El bloque 2 muestra casi el doble de
mortalidad que el anterior; sin embargo, dado el escaso requerimiento de personal, tiempo y
coste que supone esta forma de cria, podria suponer una alternativa al bloque 3, al menos
durante las primeras semanas de vida, con la condicién de aumentar el nimero de larvas que
se procesan y as{ afrontar la elevada mortalidad que puede sufrir. La evolucidon de la
mortalidad a medida que las larvas vayan creciendo, y tengan mads requerimientos
alimenticios, es una cuestion que se vera en los proximos meses. La similitud del peso que
presentan las larvas en ambos bloques refuerza la propuesta anterior.

El resto de los bloques muestra unas tasas de mortalidad tales que desaconsejan su uso
en futuros trabajos de crfa de larvas en condiciones controladas, puesto que el enorme
esfuerzo de personal y econémico empleado en las primeras semanas de vida larvaria no se
justifica con el nimero de larvas vivas a los cinco meses de su nacimiento. Ademas, las larvas
procedentes de estos bloques presentan pesos significativamente menores que las que
proceden de los bloques 2 y 3. En definitiva, estos bloques ademas de tener mortalidades
mucho mas elevadas, producen larvas de menor peso y consecuentemente mas susceptibles
de morir.

De la comparacion entre C. cerdo y C. welensiz, se puede concluir que, durante las primeras
semanas de vida, ambas especies se comportan de forma similar en lo que se refiere a
mortalidad y peso de las larvas. No ocurre lo mismo con P. germarz, cuyas larvas murieron
todas a pesar de estar sometidas a las mismas condiciones y ser tratadas de la misma forma.
Estos resultados concuerdan con el hecho de que C. cerdo y C. welensii presentan similar
comportamiento alimenticio en la naturaleza (sus hospedantes potenciales parecen presentar
similares condiciones fisiologicas), comportamiento que es distinto en P. germari. Esta especie
exhibe en condiciones naturales una querencia mayor que el género Cerambyx por arboles con
mayor grado de decadencia, e incluso pies muertos. Por lo tanto, P. germari parece requerir
unas condiciones nutricionales y/o ambientales muy diferentes a las de las otras dos, al
menos durante las primeras etapas del desarrollo larvario.

10
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